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論文内容要旨
 背景および目的
 水銀蒸気(Hgo)は,体内に入ってcatalaseと過酸化水素(H、0、)から生成される
 CompoundIによって,細胞内で酸化(イオン化)される。H・O・を分解する酵素には
 glutathioneperoxidase(GSHPx)とca七alaseの二つがあり,GSHPxの関与する経路は,
 glutathione(GSH)を基質にしてH202を分解する。したがって,GSHの減少は,GSHPxに
 よるH202の分解の抑制を来し,catalaseによる分解が促進する。すなわち,その最初のステッ
 プとしてCompoundIの産生が増加する。CompoundIが再びca七alaseに戻る時に,電子供与
 体が必要で,Hg。が存在すると,それが電子供与体になるので,HgDはHg2+に,すなわち,
 細胞膜を通過しにくいイオン型水銀に酸化される。したがって,GSHの減少は,組織において
 Hg。の取込みを増加させると考えられる。HgD曝露後の水銀の体内分布は,脳を除くとHg2+
 曝露後の場合と類似であり,腎に高濃度に蓄積する。Hg2+投与後の腎での水銀蓄積は,血漿中
 のHg-GSHcomplexが糸球体で濾過され,尿細管でGSHが構成アミノ酸に分解された上で
 Hg-Cyscomplexとして再吸収されると考えられている。また,GSHの大部分を産生する肝で
 GSHを減少させると,腎への水銀蓄積が減少すると報告されている。以上の事より,GSHの減
 少は,Hg。の酸化反応や特に腎での水銀蓄積に大きな影響を与えると予測される。しかし,Hg。
 曝露の場合の腎での水銀蓄積の機序は明らかにされてない。
 そこで,本研究では,GSHを減少させて,水銀蒸気に曝露した時の水銀の体内分布の変化
 や,腎への蓄積メカニズムを明らかにする事を目的とした。また,GSH減少によって増加した
 H202がcatalaseによって処理されない可能性も考慮し,その際H202の増加によって生ずる
 と考えられる脂質過酸化を指標とする細胞毒性にも検討を加えた。
 1.組織GSH減少が水銀の体内分布に及ぼす影響の検討
 マウスにGSH合成阻害剤であるbuthionesulfoxime(BSO)及びsalineを前投与し,Hg。
 に曝露した。BSO投与群はsaline投与群に比べ,肝,腎,肺でGSH濃度が減少し,肝,肺,血
 漿の水銀濃度が増加した。しかし,腎のそれは減少した。脳,心,赤血球では,水銀濃度の変化
 はみられなかった。肝及び肺における水銀濃度がBSOによって上昇した原因として,次の二つ
 の可能性が考えられる。第一に,GSH濃度の減少により,CompoundIの産生が増加し,Hg。
 の酸化反応が促進され,Hg2+の蓄積が増加したことである。第二に,GSHの減少は,Hg-GSH
 complexの形で肝から胆汁への輸送を抑制する事が報告されているが,それと同様の現象が起き
 たのではないかということである。しかし,腎ではBSO前投与によりGSH濃度が減少したのに
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 もかかわらず,水銀濃度の増加を認めなかった。この事は,腎での水銀蓄積の機序がHg。の直
 接の酸化より,Hg2+投与の場合と同様に,血漿中のHg-GSHcomplexの再吸収の方が主であ
 る可能性を示唆した。そこで,次の実験を行った。
 2.腎GGTの抑制が腎での水銀蓄積及び尿への水銀排泄に及ぼす影響の検討
 Hg2+曝露では,糸球体で濾過されたHg-GSHcomplexが尿綿管においてγ一glutamyl
 transpep七idase(GGT)およびdipeptidaseによって,構成アミノ酸に分解された後,Hg-Cys
 complexとして再吸収されると考えられている。GGTの活性を抑制すると,腎での水銀の再吸
 収は抑制され,尿の水銀の排泄が増加する事が,Hg2+曝露ですでに示されている。そこで,腎
 臓のGGT活性を抑制してHgoに曝露すれば,腎における水銀蓄積機序のうち,HgDの酸化,
 あるいは,Hg-GSHcomplexの再吸収のどちらが主なのかを知る事が可能である。
 マウスにGGT阻害剤であるacivicin及びsalineを前投与して,Hg。に曝露した。その結果,
 acivicin前投与群で,腎の水銀濃度が低下し,尿への水銀排泄は増加した。また,ゲル濾過によ
 り,尿中水銀の化学型はHg-GSHcomplexである事が示唆された。したがって,水銀蒸気曝露
 後の腎における水銀蓄積の主なメカニズムは,腎細胞内におけるHg。の酸化反応ではなく,
 GGTによる構成アミノ酸への分解後の尿細管細胞での再吸収によるものと考えられた。
 3.GSH減少がHgo曝露後の脂質過酸化反応に及ぼす影響の検討
 Hg2+投与で脂質過酸化が促進し,GSH減少もそれを加速する可能性が考えられるので,Hバ
 曝露後の脂質過酸化を検討した。Hg。曝露とBSO投与,BSO投与のみ,Hgo曝露のみ,そして,
 Contro1の4っの群で,肝,腎,肺におけるthiobarbituricacidreactivesubstance(TBARS)
 を脂質過酸化の指標として測定した。その結果,Hg。曝露およびBSO前投与の有無にかかわら
 ず,有意の差を認めなかった。
ま と
め
 本研究の結果,組織GSHの減少は,Hgo曝露の場合でも,水銀の体内分布を変化させ,腎へ
 の水銀蓄積の主なメカニズムは,尿細管からの再吸収が主で,GSHは,水銀の輸送担体として
 重要な役割を果たしている。
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 審査結果の要旨
 金属水銀(Hg。)は蒸気圧が高く,過去には吸入曝露による中毒が多発した。現在でも蛍光灯
 等水銀を利用している製造業での曝露は続き,ヨーロッパやアメリカでは,歯科用アマルガムと
 して利用され,水銀を電極・触媒とする電解工場がいまだに稼働しているので,そのような曝露
 が問題視され生体影響も懸念されている。
 吸入されたHg。は,Caむalaseと過酸化水素(H202)からなるCompoundIによって酸化
 され,イオン型水銀(Hg++)になる。H202は,Glutathione(GSH)を基質とするGSH
 Peroxidase(GSHPx)によって分解されるので,GSHの減少はH202の増加,そしてCom-
 poundIの増加をもたらし,その結果Hg。の酸化が促進されると考えられる。しかし,H,O、
 ド
じ
 から活性酸素が生成され障害を惹起する可能性も考えられる。Hg++とGSHは,Hg-GSHcom-
 plexを形成するので,水銀の体内輸送,ことに腎での蓄積,にGSHが大きな役割を果たしてい
 る事が報告されている。すなわちGSHは,Hg。の酸化および酸化後の二つの段階で水銀の代謝
 に影響をおよぼすと考えられる。しかし,Hg。曝露時のGSHの役割を検討した研究は見あたら
 ない。本研究は,水銀蒸気曝露時に組織GSH濃度を変動させ,その水銀の体内分布や過酸化に
 およぼす影響を検討し,Hg。曝露時の主要標的臓器である腎での水銀蓄積の機作を明らかにした
 ものである。
 得られた主な結果は,以下のとおりである。GSH合成阻害剤(Buthionesulfoxime;BSO)
 を前投与し,GSH濃度を低下させてマウスを水銀蒸気に曝露すると,肝・肺・血漿の水銀濃度
 が増加し,腎のそれは減少した。肝・肺の水銀濃度がBSOによって増加した原因として,GSH
 減少によるHgoの酸化反応の促進と,Hg-GSHcomplexの細胞外輸送の抑制,の二つが考えら
 れた。賢ではGSH濃度が減少したのにもかかわらず,水銀濃度の増加を認めなかったので,水
 銀蓄積の主要な機序は,腎に輸送されたHg。の直接酸化でなく,Hg++曝露の場合と同様,糸球
 体で濾過されたHg-GSHcomplexが,Gamma-glutamy-transpeptidase(GGT)依存的に尿細
 管で再吸収される機構によると考えられた。それを確認するため,GGT阻害剤であるAcivicin
 を前投与してマウスを水銀蒸気に曝露した。その結果,腎での水銀濃度が低下,尿中水銀は増加
 し,その殆どがHg-GSHcomplexであることがゲル濾過で確認された。したがって,腎での水
 銀蓄積の主要な機序が,前述のごとくであることが解明された。さらにThiobarbituricacid-
 reactivesubstance(TBARS)を指標として肝・腎・肺で脂質過酸化を検討したが,BSO前投
 与による脂質過酸化の増加は認められなかった。
 本研究により,これまで不明であった水銀蒸気曝露後の生体内水銀代謝におけるGSHの役割
 が明らかにされるとともに,標的臓器のひとつである腎における水銀蓄積の機作も解明された。
 この研究結果は,水銀の腎毒性の軽減や毒性発現の予防を考える上でも重要であり,博士(医学)
 の授与に値する。
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